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鉄は必須 な微 量金 属で あるが、ヒ ドロキ シラジカル を発生す るため、通常 は細胞内の
フェ リチ ン と結合す るこ とで反応 が抑制 されてい る。鉄欠乏で はフェ リチ ン発現が低下
す るが、消化管か らの鉄 吸収 は充進す るた め、十二指腸粘膜細胞 内で遊離 鉄が増加 し、
ヒ ドロキシラジカル の発生が増加す る可能性 がある。ヒ ドロキシラジカル を消去す る細
胞性抗酸化物質 としてはグル タチオ ンが重要 とされて いるが 、貧血状 態の十 二指腸 にお
ける挙動 につ いて は不 明であ る。本研 究では貧 血 ラッ トを用 い、鉄吸収時の粘膜細胞 の
脂 質過酸化 とグル タチオ ンを中心 と した抗 酸化 メカニズムの応答 につ いて検討 した。
実験1、2共 に、成 長 中雄 ラ ッ トをAIN・93G飼料(FeS)また は鉄無添加飼料(FeD)
で3週間飼育 した。麻酔 下で結紮 した十二指腸 に鉄溶液 を投 与 し、15分後に上皮粘膜 を
採取 し、遊離鉄(labileironpool:LIP)、マ ロンジアルデ ヒ ド(MDA)、総 グルタチオ
ン(tGSH)および酸化型(GSSG)を定量 した。脂質過酸化はMDA生 成量で評価 した。
また、tGSHとGSSGの差 か ら還元型GSKとその割合(GSH/tGSH)を求めた。実験2
では、 グル タチオ ン合成阻 害剤L一ブチオニ ン(S,R)一スル ポキシ ミン(BSO)を 胃内投
与 し、小腸粘膜 のtGSH量を低下 させ 、鉄投与時の脂 質過 酸化 の変動 にっいて検討 した。
十二指腸 粘膜細胞 内の還元型GSHの割合は、FeD群、FeS群共に99%以上で あったが、
FeD群のtGSH量はFeS群に比べて高かった。 また、Fenton反応 の基質 であ る過酸化水
素濃度 はFeD群で低 かった。 鉄 を投与す る と、FeD群で はLIPが有意 に増加 し、還元型
GSHの割合 が低 下 した。その低下率 はFeS群での低 下に比べ て大 き く、-i群 ではLIP
の増加 によってGSHの酸化 が進 んだ と推測 され た。一方 、MDA生 成 量はFeS群に比べ
てFeD群で低 く、フェ リチ ンの低発現 にも関わ らず脂 質の過酸化 が抑制 されてい ること
が明 らかになった。実験2のGSH低 下 ラ ッ トでは、鉄の投 与 によ りFeS群、FeD群共に
MDA生成量 が増加 し、十 二指腸粘膜 におけ る食事性鉄 の酸化 ス トレス消去 にGSHが重
要 な役割 を果 た してい るこ とが 明 らかで ある。 しか し、GSH低下時で もFeD群のMDA
生成量がFeS群よりも低 く保 たれていた ことか ら、貧血時 にはGSH以外の抗酸化 メカニ
ズムも活性化 され るこ とが推測 され る。
以上の結果か ら、フェ リチ ン発現 が低 下 している貧血 ラ ッ トで は、グル タチオ ン濃度
が高 く維持 され るこ とによ り、脂質 の過酸化 を抑制 してい るこ とが明 らかになった。し
か し、この抗酸化 メカ ニズムでは、グル タチオ ン以外 の抗酸化物質 の関与が強 く示唆 さ
れた。貧血時小腸 の抗酸化 メカニズムは、複 数の抗酸化物質 を統 一的に誘導す る因子 に




1-1鉄欠 乏 と鉄 過剰 の 問題
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め、その改善には鉄の摂取が効果的である。 しか し、サプ リメン トなどに
よる鉄の過剰摂取が、消化器系の疾患や肝疾患などを悪化 させ る可能性が






ironpool)8)として存在す る可能性が高く、酸化ス トレスの増大が懸念 され
る。 したがって、サプ リメン ト等で高濃度の鉄を摂取す る機会が増加 して
いる現在、貧血時の鉄摂取の影響について調べ、適切な摂取濃度を明らか
にす ることは、鉄の欠乏 と過剰の障害を予防する鍵 になると考えられる。
本研究では、鉄欠乏で鉄の吸収が充進 し、且つ小腸細胞内のフェリチン
発現が低下 した環境で働 く抗酸化メカニズムを明 らかにす ることを目的と








近年、鉄のサプ リメン トや鉄添加食品の利用が増加 してきた背景には、鉄
欠乏性貧血が世界で最 も頻度の高い貧血であ りその改善のために普及 した
ことが考え られる。鉄欠乏性貧血の現状 として、発展途上国で女性の30




であったと報告 している。鉄欠乏性貧血の頻度は10代 前半 より増加 し、
高校生、40歳代女性で高く、高齢者では減少する傾向が認められた。女性
は月経によって毎月、鉄分15～i・(1日 に換算すると0.5～0.7mg)を
失 う11)ため、.月経のある女性では、年代別の必要量に鉄の損失 を補 うため
に約3mgが 上乗せになっている。 しか し、平成16年 国民健康・栄養調査
報告の結果では、月経のある女性の平均鉄摂取量は6.9から ・ ・と必要










エン酸などの低分子物質 と結合またはキレー トした形で存在 しているとい
われ るがまだ明確 ではない。生体細胞内に過剰な鉄が取 り込まれると鉄が
単独で存在する確立が高 くFenton反応、Harber-Weiss反応 を通 して生体
に有害なラジカル産生を引き起 こす。またSuperoxidedismutase(SOD)
か ら過酸化水素、ヒ ドロキシラジカル(℃H)を 生成する反応には鉄の存在




パ ク質、核酸な ど種々の細胞成分を酸化 し細胞死や変性疾患の発症、発ガ
ンなどに関与す ると考えられる。高濃度のROSに よって、細胞はアポ ト




とによって鉄過剰 とな り、ROSの産生が増加 し鉄代謝異常を引き起こす15)。
過剰な遊離イオンはヒ トの体内において、慢性炎症 における細胞障害の増
悪因子になることが推測される。
遺伝的な鉄代謝異常 としてヘモクロマ トーシス(HEF)が 挙げ られる。
HEFは、常染色体劣性遺伝であり消化管からの過剰な鉄吸収および鉄の組
織沈着 とい う状態を示す16)。このHEFの 変異はDMT1の 発現の充進を
介 して鉄の過剰吸収を促す ことが推測 され、特にDMT1が 発現 している脳
3
における例 として、DMTユが発現 してお り、神経変性疾患(パ0キ ンソン
病)で の黒質への鉄の過剰蓄積 にも関与 していると考えられている。これ
に対 して、潟血 と低鉄食併用の除鉄療法が行われている17)。また長期間に







「いわゆる健康食品」 としても多 く市販 されている。そのため、消費者は
無意識に過剰の鉄 を摂取 してしま う可能性 も考えられる。高濃度の鉄を摂
取 したことによる健康被害 として、Casanuevaらは19)、妊娠中期の貧血
ではない女性に硫酸鉄(II)を毎 日60mg、20週間摂取 させた結果、低体重
児や未熟児が生まれ、母親 自身の銅や亜鉛の吸収阻害があった と報告 して
いる。また、長期間の鉄サプ リメン トの摂取は、その量依存的に死亡率の








21)。非ヘム鉄は卵、豆類、緑黄色野菜な どの食品な どに含 まれる。食物中
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の鉄のbioavailabilityは、生体の鉄栄養状態によって、数パーセン トか ら
数十パーセ ン トで変動する。22)非ヘム鉄の多 くは3価 の鉄であるが、吸収
促進物質中の1つ であるビタ ミンCを 同時に摂取すると、2価鉄に還元 さ
れ吸収率が高 くなる23)。穀類、豆類に含まれ るフィチン酸や野菜などに含




消化管にお ける鉄のお もな吸収部位 は小腸上部であ り、非ヘム鉄 とヘム
鉄は異なる吸収経路を介 して小腸管腔か ら粘膜をへて上皮細胞内へ と取 り
込まれ る。非ヘム鉄は、3価 鉄の形態で小腸管腔内に到達 し、粘膜細胞表
面の鉄還元酵素Duodenalcytochromeb(Dcytb)により3価 か ら2価 に
還 元 され る。還 元 され た2価 鉄 は、2価 金 属輸送 タンパ ク質 である
Divalentmetaltransporter1(DMT1)25)によ り細胞内に取 り込まれる26)。
従来から、鉄欠乏性貧血の改善には3価 鉄に比べ2価 鉄の経口投与で改善







粘膜細胞内に貯蔵、または細胞外(血 液中)に 輸送 され る。鉄が欠乏 して
要求性が高い時には、速やかに細胞外へ輸送 され循環系に入 り標的細胞へ
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送 られ る。一方、生体内に十分に鉄が足 りている時は、要求性は低いので、
鉄の一部は鉄貯蔵 タンパク質であるFerritin(Ft)に取 り込まれ細胞内に
蓄積 される。この鉄はFtに貯蔵 されたまま粘膜細胞の剥離脱落 とともに排
泄 され る30)。しか し、鉄の要求量が高い状態(フ ェリチン発現は低下 して
いる)で 過剰 な鉄が細胞内に取 り込まれた場合、遊離イオンの形態で存在
するのか、もしくはキャ リア分子 と結合 しているのか、その存在形態につ
いては不明である。
細胞外への鉄放出機構(管 腔側か ら基底側への移動)の 詳細は十分には解
明 されていないが、細胞内の二価鉄(Fe2つは、基底膜 に存在する トラン
スポーターであるFPN1の酸化酵素であるHephaestin(Hp)によ り速やか
に2価 か ら3価 に変換 され、血中のApo-Transferinと結合 し、トランスフ
ェリン鉄 として全身に供給され る。血清中'1`ransferinの約1/3が鉄 と結合












1-3細 胞 内 の 活 性 酸 素 消 去機 能
生 体 内の 酸 化 ス トレス に 対す る防御 機 構 は 、細胞 損 傷 と疾 患 、老 化 プ ロセ
ス と関連 が あ る。 生 体 は 内 因性 お よび 外 因性 に生 じる活 性 酸 素 種(ROS)
を分 解 す る シ ス テ ム を 有 して い るが 、 生 体 の 防御 機 構 に対 し、 鉄 か ら誘 起
され る ラ ジカ ル な どに よ って破 綻 が 生 じる と酸 化 ス トレス の充 進 状 態 とな
る。 こ の酸 化 ス トレス の 防御 機 構 と して は 、酵 素反 応 に よ る もの と低 分子
抗 酸 化 物 質 に よ る も の が あ る。 酵 素 反 応 で は活 性 酸 素 を 直 接 除 去 す る、
Superoxidedism.utase(SOD)、Catalase、Glutathioneperoxida.seがあ
る。活 性 酸 素 種 の解 毒 作 用 の抗 酸 化 酵 素 と して 、GlutathioneS-transferase
(GST)Glutathionereductase(GR)Glucase-6-phosphate
dehydrogenaseがあ る。 それ らの 中 間体 で 過 酸 化 レベ ル を低 減 す る低 分 子
抗 酸 化 物 質 と してGST、Glutathione(GSH)、NADPHなどが 存在 す る。
活性 酸 素 の 産 生 とそ の 防御 の代 謝 経 路 で は 、 は じめ にス ー パ ー オ キ シサ
イ ド不均 化 酵 素(SOD)によ って 、二 分 子 の ス ー パ ー オ キ シサ イ ドか ら一分
子 の酵 素 と一 分 子 の過 酸 化 水 素 を生 じる33)。過 酸 化 水 素 は鉄 を触 媒 と して
Fenton反応 に よ りヒ ドロキ シ ラジカ ル を産 生 し、CatalaseやGlutathione
peroxidaseによっ て 水 に還 元 され る。 ヒ ドロ キ シ ラ ジカ ル を消 去 す る代表
的 な抗 酸 化 物 質 と して シ ス テイ ン、GSH、 α 一 トコ フ ェ ノー ル 、 α 一カ ロ
テ ンな どが 挙 げ られ る。そ の 中で も、GSHは 細 胞 内 に高 濃 度 で 存 在 して い
る。GSHは 、3つ の ア ミノ酸(グ ル タ ミン酸 、シ ス テ イ ン、 グ リシ ン)か
ら構 成 され るSH化 合 物 で あ り、 強 い 還 元 力 が あ る。 また 、細 胞 質 のみ な
らず 、核 や ミ トコ ン ドリア 内 に も高濃 度 で存 在 し、細 胞 内 抗 酸 化解 毒機 構
の重 責 を担 って い る。 さ らに 、細 胞 膜 に はGSHの 特 異 的 分 泌 輸 送 系 が存
在 しGSHの 分解 級 収 一再 合 成 系 か らな る臓 器 相 関 サ イ クル を形 成 し、細
胞 内外 に お け る酸 化 還 元 制 御 と抗 酸 化 防御 機 能 を備 え てい る34)。
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吉澤7)は、貧血 ラッ トの十二指腸細胞内ほとんどフェ リチンが存在 しない
こと、またこの状態の十二指腸に鉄を投与 しても、鉄投与から数時間では
フェ リチン発現量が変化 しないことを確認 している。貧血 ラットの小腸で
は鉄による酸化ス トレスの影響を受けやすい とい う報告もあるが30)、過剰
な鉄を封鎖す るフェリチンが低下した貧血粘膜細胞へ過剰な鉄が取 り込ま
れ ると、Fenton、Harber-Weiss反応を介 して ヒ ドロキシラジカルCOH)
を産生 し、脂質や核酸の酸化が増悪する可能性があると考えられる。
そこで本研究では、鉄欠乏で鉄の吸収が充進 し、且つ粘膜細胞内のフェ
リチン発現が低下 した環境で働 く抗酸化メカニズムを明 らかにす ることを
目的とした。実験1で は、細胞内濃度が極めて高くヒ ドロキシラジカル消
去の主たる抗酸化物質 とされ るグルタチオ ンに着 目し、鉄欠乏による十二
指腸細胞内のグルタチオン量 と遊離鉄(LIP)の変動、脂質の過酸化(MDA)
について調べ、鉄投与の影響について検討 した。 さらに実験2で は、グル
タチオン合成阻害剤を用いて抗酸化機能を一部停止 し、十二指腸粘膜の脂
質の過酸化 に及ぼす影響 を調べ、フェリチン非存在下の抗酸化 メカニズム




3.研 究 方 法




3-1-1動 物 実 験 方 法
4週 齢 のWistar系雄 ラ ッ トを 日本 ク レア株 式 会社 か ら購 入 し、標 準飼
料(AIN-93G:FeC6H507・H20として 鉄35ppm含 有)及 び 鉄 無 添加 飼
料 で3週 間飼 育 し、 それ ぞれ 鉄 充 足群(FeS)、貧 血 群(FeD)とした。 麻酔
下(ソ ム ノペ ン チル50mg/kg,共立製 薬 株 式 会 社)で 開 腹 し、 門脈 お よび
下行 大動 脈 か ら採 血 を行 っ た。 十 二指 腸(6～8cm)を 摘 出 し、生 理 食 塩水
で 小腸 内容 物 お よび 管 腔 内 を洗浄 後 、 上皮 粘 膜 を採 取 した 。 全 血 を用 い て
ヘ マ トク リ ッ ト値(Ht)を 求 めた 。
1実験12]鉄 投与が十二指腸粘膜の酸化 ・抗酸化ス トレス環境に
及ぼす影響
3-1-2動 物 実 験 方 法
4週 齢 のWistar系雄 ラ ッ トを 日本 ク レア株 式 会 社 か ら購 入 し、標 準飼 料
(AIN-93G:FeC6H507・H20として鉄35ppm含 有)及 び鉄 無 添加 飼 料
で3週 間飼 育 し、 それ ぞ れ鉄 充 足群(FeS)、貧 血 群(FeD)とした。解 剖 の
6～7時問前 に 絶食 させ 、 麻 酔 下 で 結 紮 した ラ ッ トの 十 二 指 腸 に鉄 を含 ま な
い溶 液10mMHC1(対 照 群)、ま た は鉄溶 液(10mMHC1中 に硫 酸 鉄:鉄
10
と して100、1000μg)をlml投 与 した。
15分後 に 門脈 お よび 下行 大 動脈 か ら採 血 を行 っ た。二 指 腸 結 紮 部 を摘 出
し、生 理 食 塩 水 で 小 腸 内容 物 お よび 管 腔 内 を洗 浄 後 、上 皮 粘 膜 を採 取 した。
ヘ マ トク リ ッ ト値(Ht)は 全 血 で 、血 清 鉄 濃 度(SI)、不飽 和 鉄 結 合 能
(UIBC)、生 体 に と っ て 有 害 な トラ ン ス フ ェ リ ン に 結 合 し な い 鉄
non-transferrinhoundiron(i)の測 定 は3000fpmで15分遠 心分 離











精 製 大 豆 油





重 酒 石 酸 コリン































































































① 鉄貯蔵 タンパク質フェ リチン
(1)タンパ ク 質 の 抽 出
一80℃ に 凍 結 し た 十 二 指 腸 粘 膜20mgにRIPAbu艶r*500 ,u1に
Proteaseinhibitormix(GEヘル ス ケ ア ジ ャ パ ン)を1/100加 え る。 氷 中
で 超 音 波 破 砕 機 を 用 い て ホ モ ゲ ナ イ ズ した(Duty40%,Outputcontrol1,
15秒)。 ホ モ ジ ナ イ ズ 後 、4℃ で15000rpm、5分 間 遠 心 分 離 を し、 上 清 は
新 しい1.5m1マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 移 し た 。
*RIPAbR艶r組 成:25mMTris-HCIpH7 .6、150mMNaCl、1%NP・40、
1%sodiumdeoxycholate,0.1%SDS
(2)タン パ ク 質 濃 度 測 定(BCAProteinAssay,Pierce)
検 量 線 は 、2000μg/m1のア ル ブ ミ ン溶 液 を 超 純 水 で0、25、125、250、
500、750、1000、1500、2000μg/ml希釈 し用 い た 。BCAReagentAと
BCAReagentBを50:1で 混 合 したACAWorkingReagent(WR)を調 製
した 。 抽 出 した サ ン プ ル25u1を 採 取 し、WRを200μ1添 加 した 。30秒 間
の 撹 拝 後 、37℃で30分 間 イ ン キ ュ ベ0ト しプ レー トを 室 温 ま で 戻 した 後 、
Mice°opiateSpectrophotometer(DYNEXTECENOL●GIES,Spectra
MR)を 用 い て 波 長562nmで 吸 光 度 を 測 定 し た 。
(3)フェ リチ ン(Ft)タ ン パ ク 質 の 定 量(ELISA法)
検 量 線 は2.7μg/μ1のRatFerritinCalibratorを0、12.5、25、50、100、
200、400zzgimlに希 釈 し 作 成 し た(RatFerritinELISA:Im=munology
ConsultantsLaboratory,lnc。)。96穴マ イ ク ロ プ レー トに抽 出 した サ ン プ
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ル を100u1とり、22℃で60分 間 イ ンキ ュベ ー ト後 、溶 液 を取 り除 いた 。
WashSolutionをプ レ0ト に充 填 させ て は 取 り除 い て 洗 浄 作 業 を4回 繰 り
返 した。 そ の後 、EnzymeAntibodyConjugateを100u1入れ 、22℃で10
分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー トを 行 っ た 。 再 度4回 の 洗 浄 を 行 っ た 後 、
Chromogen-SubstrateSolutionを100u1添加 し、正確 に10分 間イ ンキ ュ
ベ ー ト 後 にStopSolutionを100u1添 加 し た 。Microplate
Spectrophotometer(DYNEXTECHNOLOGIES,SpectraMR)を用 い て 、
2時 間 以 内 に 波 長450nmで 吸光 度 を測 定 した 。十 二 指 腸 中 フ ェ リチ ン タ ン
パ ク質 量 は 、総 タ ンパ ク質(mg)あ た りの フ ェ リチ ン(ng)で 示 した。
② 細 胞 内過 酸 化 水 素(H202)の 測 定
(1)十二 指 腸 上皮 粘 膜 サ ンプル の調 製
1.5m1のバ イ オ マ ッシ ャ ー チ ュー ブ(Nippi)に十 二指 腸 上皮 粘 膜50mg
と リン酸buf壬brpH6.0を300μ1加え 、ハ ン ドミキサ ー 型 の ホモ ジナ イ ザ
ー で組 織 を破 砕 した 。 条 件 は 、 氷 中 にサ ンプ ル を置 きパ ワー マ ッシ ャー
3000rpm、30秒間 一10秒 間(休 み)-30秒 間 で行 った 。 ホ モ ジ ナイ ズ棒
を リン酸buf艶fpH6.0200μ1で洗 っ た。4℃で1000×g、15分間遠 心分
離 を し、上 清 は新 しい1.5m1マイ ク ロチ ュー ブ に移 した 。
(2)過 酸 化 水 素(H202)の 定 量(・ ・'iperoxidecolorimetric
detectionkit)
検 量 線 は 、3400ng/m1の過 酸 化 水 素 溶 液 を リン 酸bufferpl36.0で0、!・.
25、212.5、425、850、1700、3400ng/mlに希 釈 し作 成 し た 。96穴 プ レ
,___トに サ ン プ ル50μ1入 れ 、100μ1colorfeagentを加 え た 。 プ レー トシ ェ
ー カ ー で10秒 間 混 合 して か ら、室 温 で30分 間 イ ン キ ュベ ー シ ョ ン し波 長
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550nmで吸 光 度 を測 定 した。
③ 細 胞 内遊 離 鉄(Labileironpool:LIP)の測 定
(1)十二 指 腸 上 皮 粘 膜 サ ンプ ル の調 製
1.5mlのバ イ オ マ ッシ ャー チ ュー ブ(Nippi)に十 二指 腸 上皮 粘 膜50mg
と0.9%生理 食 塩 水 を加 え、ハ ン ドミキサ ー型 の ホ モ ジナ イ ザ ー で 組織 を破
砕 す る。 条 件 は 、 氷 中 にサ ンプ ル を置 きパ ワー マ ッシ ャー3000rpm、30
秒 間 一10秒 間(休 み)-30秒 問 で行 っ た。ホ モ ジ ナ イ ズ した 後 、3000rpm、
15分間遠 心 分 離 を し、 上清 は新 しい1.5m1マイ ク ロチ ュー ブ に移 した。
(2)LIP比色 定 量36・37)
検 量 線 に 用 い る 溶 液 を 作 成 す る た め に 、 鉄 標 準 液1000ppmを 超 純 水 で
10倍希 釈100ppmと した 。1.5m1マイ ク ロ チ ュ ー ブ に 鉄100ppm溶 液11.2
μ1を 採 り80mMNTA988.8μ1を 加 え た(Fe20μM-NTA80rnM)。 検 量
線 は 、Fe20,uM-NTA80mM液 を80mMNTAで0、2、4、6、8、10、
15μM希 釈 し用 い た 。
サ ン プ ル450μ1に800mMNTA50μ1を 加 え て 室 温 で30分 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 。10mMNTA、 超 純 水 で 洗 浄 した 限 外 ろ 過 膜nanosep
30000cutoffomega(PALLLifescience)にイ ン キ ュベ0シ ョ ン した サ ン
プ ル500μ1を 入 れ4℃ 、10000×g90分 間 遠 心 し沈 殿 を して 、 フ ェ リチ
ンや ア ル ブ ミ ン を 含 む も の を 除 去 した 。
検 量 線 溶 液 と 限 外 ろ過 液200μ1に 対 し5mMIVIopsbuffer(pH7.4)200
μ1で1:1の 割 合 を 加 え 希 釈 した 。Chromogeniccomplexを形 成 す る た め
に 、120mMThioglyclicacid50μ1と60mMBathophenanthroline
disulfonicacid,disodiumsalt(BPT)50μ1を加 え て 、 室 温 に30分 間 イ
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ン キ ュベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後 、 サ ン プ ル350μ1を96穴
マ イ ク ロ プ レ.____にと り、 波 長537nmで 吸 光 度 を 測 定 した 。
④ 脂 質 の過 酸 化 測 定
細 胞 内 脂 質 の 過 酸 化 に よ っ て 生 じ る マ ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド(MDA:
malondialdehyde)をチ オ バ ル ビツ,___ル酸 法(TBARS)で 測 定 した。
測 定 原 理 は 以 下 の通 りで あ る。
夙 ゑ 一窒 ▽ 一
鍼 籍義".繍 灘A-『蓑騰姦 轟義莚蹴 竃
高温 ・酸性条件下で試料 中のMDAが チオバル ビツ.___ル酸(TBA)と反応
し生成するMDA・TBA付加物を吸光度540nmで測定 し検出 した。
(1)十二 指 腸 上 皮 粘 膜 サ ンプ ル の調 製
十 二 指 腸 上 皮 粘 膜25mgを 採 り1.5m1マイ ク ロチ ュ ー ブ に入 れRIPA
buffer250μ1、proteaseinhibitor2。5μ1を加 えた 。超 音 波 破 砕 機 でサ ン
プル を氷 中入 れ ホモ ジナ イ ズ し、条件 はi!/%、Outputcontrol1、15
秒 間 で行 っ た 。
ホ モ ジ ナ イ ズ 後 、4℃で1600×g、10分間遠 心分 離 を し、上 清 は 新 しい1.5m1
マ イ ク ロチ ュー ブ に移 した。サ ン プル を調製 しそ の 日に定 量 しな い場合 は 、
i,℃で1ヶ 月 間保 存 可 能 で あ る。
(2)脂 質 の 過 酸 化 比 色 定 量(TBARSAssaykit,Cayman)
検 量 線 は 、125μMのMDA溶 液 を 超 純 水 で0、0.625、1.25、2.5、5、
10、25、50μMに 希 釈 し用 い た 。
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蓋 が っ い た15mlの チ ュー ブ にサ ンプル を100μ1採 り、SDS100μ1を
加 え混合 した。ColorreageRt4搬1を溶 液 の 下層 に な る よ うに加 え蓋 を し
た。沸騰 した水 で1時 間 イ ン キ ュベ ー シ ョン した。イ ンキ ュベ ー シ ョン後 、
氷 の 中 に10分 間 入 れ 反 応 を ス トップ した 。10分 後 に4℃ で1600×g、10
分 間遠 心 分 離 、室 温 で30分 間放 置 した。放 置 後 、マ イ ク ロプ レー トに150
μ1入れ 波 長540nmで 吸光 度 を測 定 した。十 二 指 腸 粘 膜 細 胞 内 の脂 質 過 酸
化 量 は、(μmo1MDA/総タ ンパ ク質mgあ た り)で 示 した 。
(3)タ ンパ ク質 抽 出
十 二 指腸 上 皮 粘 膜30mgを 採 り1.5m1マイ ク ロチ ュ.___ブに入 れ1xPBS
bu艶r270μ1(10%w/v)を加 え て超 音 波破 砕 機 で ホ モ ジナ イ ズ した。 条
件 は 、 サ ンプ ル を氷 中 に入 れDuty40%、Outputcontrol1、15秒間行 っ
た。
(4)タ ンパ ク質 濃 度 測 定(1V.lodifiedLowryProteinAssay)
検 量 線 は 、2mg/m1のアル ブ ミン溶 液 を超 純 水 で0、0.25、0.5、1、1.5mg/ml
希 釈 し用 い た。
マ イ ク ロプ レー トに希 釈 した サ ンプル を30 ,ul採り、ModifiedLowry
Reagent150μ1を添加 した。 添加 後 、マ イ ク ロフ.レー ト用 撹 拝機 で30秒
間混 合 し、 室 温 で10分 間イ ン キ ュベ ー シ ョン した 。 イ ン キ ュベ ー シ ョン
後 、2×Folin-CiocalteuReagentを超 純 水 で1:1に 調 製 した溶 液15μ1
を加 え、30秒 間 擬 拝 し室 温 で30分 間イ ン キ ュベ ー シ ョン した。 波 長 は 、
750nmで吸 光 度 を測 定 した。
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⑤ グル タチ オ ン量 測 定
(1)十 二 指 腸 上 皮 粘 膜 サ ンプル 調 製
1.5m1のバ イ オ マ ッシ ャ,__.チュー ブ(Nippi)に十 二 指 腸 上 皮 粘 膜i・
と5%5一ス ル ポ サ リチル 酸(SSA)300μ1を 加 え 、ハ ン ドミキサ0型 の ホ
モ ジ ナ イ ザ ー で組 織 を破 砕 した。 破砕 条 件 は、 サ ンプ ル を氷 中 で10秒 間
一10秒間(休 み)-10秒 間 で 行 った。5%SSA200μ1で ホ モ ジナ イ ザー
の 棒 を洗浄 した 。ホ モ ジナ イ ズ 後 、4℃で8000×g、10分間遠 心 分 離 した。
ホ モ ジネ ー ト上 清 は新 しい1.5m1マイ ク ロチ ュー ブ に移 した。 測 定 サ ンプ
ル 中 のSSA濃 度 が1%を 超 え る と測 定 に 影 …響 が あ るの で 、SSA濃 度 が
0.5～1%にな る よ うに測 定前 に超 純 水 で希 釈 して 調 製 した。
(2)グ ル タチ オ ン比 色 定 量(GSSG/GSHQuant菰cationKit:i・.・)
測 定原 理
GSHを 隠蔽 す るた め のマ ス キ ン グ剤 が含 ま れ て お り、マ ス キ ン グ剤 をサ
ンプル に 添加 す る こ とでサ ン プル 内 のGSHの み を隠蔽 す る こ とが で き る。
そ の 後 、 酵 素 リ サ イ ク リ ン グ 法 を 用 い たDTNB(5,5'-dithiobis
(2-nitrobenzoicacid))発色(λm。.=412nm)を測 定 す る こ とでGSSGの
み を定 量 で き 、別 途 測 定 した 総 グル タ チ オ ン量 か らGSSG量 を差 し引 くこ
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(3)総 グ ル タ チ オ ン の 測 定(totalGSH:tGSH)
GSH検 量 線 は 、0.5%SSA溶 液 で 希 釈 調 製 し た50μ エno1/1のGSH溶液
を0.5%SSAで0、1.57、3.13、6.25、12.5、50μmo1/1と2倍希 釈 し用 い
た 。
マ イ ク ロ プ レー トに 希 釈 し た サ ン プ ル を20μ1採 り 、Buffersolution60
μ1を 添 加 す る。 マ イ ク ロ プ レー ト擾 拝 機 で30秒 間 擬 拝 後 、37℃ で1時 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、Substrateworking
solution10,u1,Coenzymeworkingsolution10,u1,Enzymeworking
solution(Glutathionereductase)10μ加 え る 。各 ウ ェ ル 間 の タ イ ム ラ グ を
少 な くす る た め 、 連 注 ピペ ッ トを使 用 した 。 添 加 後 、30秒 間 撹 拝 し37℃
で10分 間 イ ン キ ュベ ー シ ョ ン した 。 そ の 後 、 波 長405nmで 吸 光 度 を 測 定
した 。
(4)酸化 型 グル タチ オ ン 定量(GSSG)
GSSG検 量 線 は 、0.5%SSA溶液 で 希釈 調製 した25,umol/1のGSSG溶液
を0.5%SSAで0、0.39、0.78、1。57、3.13、6.25mol/1希釈 し用 い た。 調
製 した 各 濃 度 のGSSG検 量 線 溶 液100μ1と 希 釈 したサ ン プルitに
Maskingsolution2μ1を加 えて 、ボル テ ックス ミキサ ー を用 い て混 合 した。
マ イ ク ロプ レー トに希 釈 した サ ンプル を20μ1採 り、Buffersolution60
20
μを添加 す る。 マ イ ク ロプ レー ト撹 拝機 で30秒 撹 拝 後 、37℃で1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した 。 イ ン キ ュ ベ.__._ショ ン 後 、Substrate・ ・
solution10μ1、Coenzyme・・fsolution10μ1、Enzymeworking
solution10μ加 え る。 各 ウェル 問 の タイ ム ラ グ を少 な くす るた め、連 中 ピ
ペ ッ トを使 用 した。添 加 後 、30秒 間撹 搾 し37℃ で10分 間 イ ン キ ュベ.___シ
ョン した。 そ の後 、 波 長405nmで 吸 光 度 を測 定 した。
グル タチ オ ン濃 度 は 、 求 めた 総 グル タチ オ ン(tGSH)濃 度 とGSSG濃
度 よ り、下 式 を用 い てGSH濃 度 を算 出 した。




12000rpm、5分間遠心処理による血清分離後、沈殿 した赤血球 をヘマ ト
クリッ ト計測値で比率(%)を 求めた。
(2)Non-transferrin-boundiron(NTBI)の測 定
採 取 した 動 脈 及 び 門 脈 血 は 、3000rpm、15分間 遠 心 処 理 に よ る 結 成 分 離
後 、Non-transferrin-boundiron(NTBI)の分 析 に 用 い た 。
Non-transferrin-boundiron(NTBI)の測 定 は 、2一ニ トロ ソー5-(N一プ ロ ピ
ル ーN一ス ル ポ プ ロ ピル ア ミ ノ)フ ェ ノ ー ル(Nitroso‾PSAP)法を 改 変 に 基 づ
く 、 ク イ ッ ク オ ー トネ オFe(シ ノ テ ス ト株 式 会 社)を 、血 清 の 不 飽 和 鉄 結 能
(UIBC)の測 定 に は 、 ク イ ッ ク オ.___トネ オUIBC(シ ノ テ ス ト株 式 会 社)を 使
用 し 、 同 社 の 自動 分 析 装 置 で 測 定 す る。 検 量 線 は200μg/d1の 標 準 液 を 希
釈 し0、50、100、150、200μg/d1に 調 製 す る 。
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(3)血清 鉄 濃 度(SD
血 清 鉄(SI)の 測 定 は 、2一ニ トロ ソー5・(Nプロ ピル ・N一ス ル ポ プ ロ ピル ア
ミノ)フ ェ ノール(Nitroso-PSAP)法に基 づ くクイ ックオ ー トネ オFe(シ
ノテ ス ト株 式 会)を、血 清 の不 飽 和 鉄 結合(UIBC)の測 定 に は クイ ックオー
トネ オUIBC(シ ノテ ス ト株 式 会 社)を使 用 して 、 同社 の 自動 分 析 装 置(日
立7170型)で測 定 した。
3-3統 計 方 法
エクセル統計2006(株式会社社会情報サー ビス)を用いて、鉄充足群およ









3週 間の飼育期間後、終体重は鉄欠乏で有意に低下 した。ヘマ トクリッ





図1に 示 した。十二指腸細胞内ではFeD群及びFeS群 で、還元型グルタ
チオン割合が99%以上であった。肝臓や血中では99%以上が還元型グルタ
チオンで存在 していることが報告 されていること30)と一致 した。細胞毒性
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GSH/tGSH 99 99 (°/)
図 禧 鉄無投与時の還元型 グル タチオン量(GSH)、総グルタチ
オン量(協SH)及 び還元型 グルタチオン割合
鉄 充足 及 び 貧 血 ラ ッ トの 十 二 指 腸 上 皮 粘 膜 を採 取 し、5%5一スル ポ サ リチ
ル 酸 で抽 出 、 調 製 し、GSSG/GSNQuantificationkit(!…)を用 い て
tGSH,GSSGを測 定 した。GsHは 、tGSHか らGssG×2の 差 か ら求 め た。
還 元 型 グル タ チ オ ン割 合 は 、総 グル タチ オ ン量 に対 す る還 元型 グル タ チオ



































































図2鉄 無 投 与 時 のFeS、FeD群iに お け る過 酸 化 水 素 濃度
(H202)
鉄 充 足 及 び 貧 血 ラ ッ トの 十 二 指 腸 上 皮 粘 膜 を 採 取 し 、Phosphatebuffer
・.iで ホ モ ジ ナ イ ズ 、 抽 出 、 調 製 し 、Hydrogenperoxidecolorimetric
defiecfiionkifiを用 い て 測 定 した 。
Mean±SE(n凝5)
異 な る ア ル フ ァ ベ ッ ト間 に 有 意 差 あ りFisherの 最 小 有 意 差 法(p<0.01)
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【実験r羽 鉄投与が十二指腸粘膜の酸化 ・抗酸化ス トレス環境に及ぼす
影響
対 照 群(IOmMHC1)、 鉄(100、1000pg)投与 時 のFeS群 及 びFeD群
の フ ェ リチ ン タ ンパ ク質 量 を図3に 示 した。 タ ンパ ク質1mgあ た りFeS
群 で は309.7ng、FeD群で は58.2ngでFeD群で有 意 に低 くな っ た。また 、
鉄 投 与15分 後 で もフ ェ リチ ンタ ンパ ク質 量 に は変 化 が な く、FeS群 に比
べ 鉄 欠 乏 群 にお い て有 意 に低 か った。
対 照 群(10mMHC1)、 鉄(100、!i!)投 与 時 のFeS群 及 びFeD群
の遊 離 鉄(LIP)量 を 図4に 示 した 。 対 照群 、鉄100pg投与 で は 、 両群 で
のLIPに 有 意 差 は認 め られ な か っ た。 しか し、鉄 投 与1000pgでLIPは
FeS群に比 べFeD群 で 有 意 に高 くな っ た。
対 照群(10mMHC1)、 鉄(100、!!i)投 与 に よ るFeS群 及 びFeD
群 の脂 質 の過 酸 化(MDA)量 を 図5に 示 した。 対 照 群 、鉄100pg投与 で
は 、 両群 で の脂 質 の過 酸 化 に有 意 差 は認 め られ な か っ た。 しか し、鉄 投 与
iii;で はFeD群 で 抑 制 した 。
対 照群(10mMHC1)、 鉄(100、1000ug)投与 に よ るFeS群 及 びFeD
群 の還 元型 グル タチ オ ン割 合(GHSItGSH)を 図7に 示 した。 鉄 無投 与
の対 照群 の 還 元型 グル タ チオ ン の割 合 は、FeSで83%、FeDで92%で あ
った が。 塩 酸 投 与 のみ で も、還 元型 グル タ チ オ ンが減 少 す る こ とが 明 らか
に な った。 結 紮 腸 管 に鉄 を投 与 す る と、li投 与 で70%(FeS)、48%
(FeD)へ、1000pg投与 で は 、52%、35%へ と急 速 に減 少 した 。FeS群
とFeD群 に は 有 意 差 は ない が 、FeD群 で 減少 率 大 きい傾 向 が見 られ た。
細 胞 内 の 毒 性 指 標 と して 還 元 型 グル タ チ オ ンの 割 合38)が用 い られ るが グ
ル タチ オ ン量 に 図8で 示 した。 鉄 を投 与 す る と還 元 型 グル タ チオ ン のみ が














図3鉄(100、illr)投 与 時 の 十 二 指 腸 のFerrltlnタン パ ク
質 量
鉄 充 足 及 び 貧 血 ラ ッ トの 十 二 指 腸 を結 紮 し、10mMHCI(対照 群)、 鉄溶 液
100、iif・を投 与 した 。15分後 に十 二 指 腸 上 皮 粘 膜 を採 取 し、0.9%NaCl
で ホモ ジナ イ ズ 、遠 心 し上 清 を回 収 した。ELISA法に よ り十 二 指 腸粘 膜 中
のFtタ ンパ ク質 量 を定 量 し、proteinlmgあた りで示 した 。
Mean±SE(n=6)






































図4鉄(100、.,1・ 》投 与 時 の十 二 指 腸 のUP量
鉄 充 足 及 び 貧 血 ラ ッ トの十 二指 腸 を結 紮 し、10mMHCI(対照 群)、鉄 溶液
100、1000μgを投 与 した。15分後 に十 二指 腸 上皮 粘 膜 を採 取 し、0.9%NaCi
で ホモ ジナ イ ズ 、遠 心 し上 清 を回収 した。 溶 液 中 の 〕Pを800mMNTAで
キ レー トし!iiicutoffでろ過 した溶 液 をバ ソフ ェ ナ ン トロ リン比 色 法
で 定量 した。
Mean±SE(n篇6)

















図5対 照群(鱒mMci》 、鉄 《100、佃00μg)投与時の十二
指腸 の脂質 の過 酸化(MDA》生成 量
鉄 充 足 及 び 貧 血 ラ ッ トの十 二指 腸 を結 紮 し、10mMHCI(対 照 群)鉄 溶 液
100、Iii.・を投 与 した 。15分後 に十 二指 腸 上皮 粘 膜 を採 取 し、RiPAb碓er
で ホモ ジナ イ ズ 、遠 心 し上 清 を 回収 した。 不 飽 和 、多 価 脂 肪 酸 の過 酸 化 物
か らそ の分 解 を経 て 二 次 的 に生 じるマ ロ ン ジアル デ ヒ ド(MDA)を チ オバ
ビル ツー ル 酸 法 で測 定 した 。
Mean±SE(n澱6)


















図6鉄X100、i/1・)投 与が 門脈血 のNT副 に及 ぼす影響
鉄 充 足 及 び 貧 血 ラ ッ トの 十 二 指 腸 を結 紮 し、10mMHCI(対 照 群)ま た は

































図7対 照群 σOmMHCI》、鉄(鱒0、 旬00μg)投与 時の還元
型 グル タチオ ン割合
鉄 充 足 及 び 貧 血 ラ ッ トの 十 二 指腸 を結 紮 し、10mMNCI(対照 群)、鉄 溶 液
100、111・ を投 与 した。15分 後 に十 二 指 腸 上 皮 粘 膜 を採 取 し、5%5一
スル ポサ リチル 酸 で抽 出 、調 製 し、tr(!…)
を用 い てfiGSH,GSSGを測 定 した。GSHは 、tGSHか らGSSG×2の 差 か
ら求 め た。 還 元 型 グル タチ オ ン割 合 は、 総 グル タチ オ ン量 に対 す る還 元 型
グル タ チ オ ン 量(GSHItGSH)で算 出 した。
Mean±SE(n=6)



































対 照 群Fe100μgili・ 対 照群Fe100μgii1・
FeS FeD
図8十 二指腸粘膜 にお ける対照群1鱒mMHCll、 鉄 《鱒0、
鱒00μ9》投与 時の還 元型 グル タチオ ン と総 グル タチオ ン
の影響
鉄 充足 及 び 貧 血 ラ ッ トの 十 二 指腸 を結 紮 し、10mMHCI(対 照群)ま た は
鉄 溶 液100、111・ を投 与 した 。15分 後 に十 二 指腸 上 皮 粘 膜 を採 取 し、
5%5一ス ル ポ サ リチ ル 酸 で抽 出 、 調 製 し、GSSGIGSHQuantificationkit
(Dojindo)を用 い てtGSN,GSSGを測 定 した。GSHは、tGSHからGSSG×2









として存在す ることがわかった。還元型 グル タチオンの割合は細胞内の毒















おいて対照群 として10mM塩 酸投与群を設定 した(実 験1-2)。
フェリチンがほとんど存在 しない貧血群では鉄 を過剰に投与 した時に
LIPが多 く存在 し、ヒ ドロキシラジカルの産生冗進 に働 いていると考え、
結紮腸管で鉄を100、1000pg投与する実験を行 った。その結果、鉄!i、




与15分 後、鉄充足群で貧血群に比べ高い傾 向で存在 していることが認め
られた(図5)。鉄充足群における トランス飽和度は83%、貧血群では53%
であったが、 この結果は トランスフェリン飽和度(%)が60～80%超える
とNTBIが有意 に上昇するとい う報告と一致 した41)。貧血状態では不飽和
鉄結合能(UIBC)が上昇す るため小腸の基底膜側か ら放出された鉄は ト
ランスフェ リンに結合 しNTBIが低い結果 となると考えられる。
脂質の過酸化が、鉄i/i投 与において鉄充足群、貧血群の両群で鉄
100P9より有意に充進 した。貧血状態の十二指腸細胞内では、遊離 した鉄
を結合す るフェリチンタンパク質がほとん ど存在 しないことか らLIPが増
加 している。そのため細胞内でヒ ドロキシラジカルが産生 し、脂質の過酸
化が増加 していると考えられ る。 しかし、貧血群では鉄充足群に比べて有
意にMDA生 成量が低下 し、過酸化が抑制 されていることが明らかになっ
た。鉄欠乏ラッ トに鉄サプ リメン トを15日 間、経 口投与す ると小腸粘膜
の脂質の過酸化が促進 していた結果 と一致 した42)。一方、この報告では、





貧血群で増加 したグルタチオン量は、iii.鉄 を投与す ると鉄充足群
に比べて急速に減少 した。一般的に総グルタチオンに対す る還元型 グルタ




るか否かを明らかにす るために、細胞内のグル タチオンを低下 させた時、





4-1動 物 実 験 方 法
実 験1と 同様 に作 成 したFeSお よびFeDラ ッ トを6～7時 間前 に絶食 さ
せ 後 、グル タチ オ ン合 成 阻害 剤Lブ チ オ ニ ン(S,R)一スル ポ キ シ ミン(BSO)
200m1VI、3m1を胃内投 与 した。投 与 か ら1時 間 後 、麻 酔 下 で結 紮 した ラ ッ
トの十 二 指 腸 に10mMHCI(対 照群)、鉄 溶 液(10mMHCI中 に硫 酸 鉄1
鉄 と して100、ili)を1ml投 与 した 。投 与15分 後 に十 二指 腸 粘 膜 を
採 取 した(n瓢6)。
4-2分 析方法
十二指腸粘膜、門脈血及び動脈血は、実験1と 同 じ測定項 目を分析 した。
4-3結 果
動物実験
3週 間の飼育期間後、終体重は鉄欠乏群で有意に低下 した。ヘマ トクリ
ット値 も同様 に有意に低下 し、貧血であることを確認 した(表3実 験2)。
尚、各実験群の増体重、接触量、飼料効率を表4に 示 した。
グル タチ オ ン合 成 阻害 剤BSO投 与 か ら1時 間 で 、グル タチ オ ン量 はBSO
無 投 与群 に対 して 鉄 充 足 群 で14%、貧 血 群 で18%と 極 めて 低 くな った(図
8)。BSOでグル タチ オ ンが 低 下 した 十 二指 腸 細胞 内 の鉄 無 投 与 のMDA量
は、 鉄 充 足 群 で2.26μmol/mgprotein、貧 血群 で1.56であ り実 験1の 鉄
無 投 与 のMDA量 の結 果 と一 致 した。 実 験1のMDA量 に比 べ 、鉄 充 足 群
で5.78→10.87(nmol/mgprotein)、貧 血 群 で3.22→6.19と極 め て高 くな
38
っ た(図9)。!il・ 鉄 を投 与す る とMDA量 は 、鉄 充 足 群 で10.87、貧
血 群 で6.19であ り、グル タチ オ ン低 下後 で も貧 血 群 で脂 質 の過 酸 化 が鉄 充







































指腸粘膜 の還元型 グル タチオン量(GSH)、総 グル タチオ ン量
Ctrs>
鉄 充 足 及 び貧 血 ラ ッ トを6～7時 間絶 食 後 、 グル タチ オ ン合 成 阻害 剤L一ブ
チ オ ニ ン(S,R)一スル ポ キ シ ミン(BSO)200mMlmlを 胃内投 与 した。1
時 間後 、十 二指 腸 を結 紮 し、10mMHCI中に溶 液 を投 与 した。15分 後 に 十
二 指 腸 上 皮 粘 膜 を 採 取 し、5%5一 ス ル ポ サ リチ ル 酸 で 抽 出 、 調 製 し、
GSSG/GSHQuantificationkit(DojiRdo)を用 い てtGSN,GSSGを測 定 した。







































図9小 腸粘 膜 細胞 の グル タチ オ ンを低 下後 、対照群(旬mM
HCI》、鉄(1'ilr》投 与時の過酸化脂質(MDA)生成量
鉄 充 足 及 び 貧 血 ラ ッ トを6～7時 間 絶食 後 、 グル タ チ オ ン合 成 阻 害剤 しブ
チオ ニ ン(S,R)一スル ポ キ シ ミン(BSO)200mMlmlを 胃 内投 与 した。1
時 間後10mMHCI(対 照 群)、鉄 溶 液1000μgを 投 与 した。15分 後 に十 二
指 腸 上 皮 粘 膜 を採 取 し、RIPAbufferでホモ ジナ イ ズ 、遠 心 し上清 を 回収
した。 不 飽 和 、 多価 脂 肪 酸 の過 酸 化 物 か らそ の分 解 を経 て 二次 的 に生 じる
マ ロン ジ アル デ ヒ ド(MDA)を チ オバ ビル ツー ル 酸 法 で測 定 した。
dean-!-SE(n=6)
異 な るア ル フ ァベ ッ ト問 に有 意 差 あ りFisherの最 小 有 意 差 法(p<0.05)
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4-4考 察
生 体 内 の グ ル タ チ オ ン を 低 下 さ せ る 薬 剤 と し て ・i・ 、
acetaminophen、L一ブ チ オ ニ ン(S,R)一スル ポ キ シ ミン(BSO)な どが報
告 され て い る。phoroneとacetaminophenの投 与 で は 、肝 臓 で それ らの 中
間代 謝 産 物 で 毒性 を有 す るN一アセ チル ーP一ベ ン ゾ キ ノ ンイ ミン(NAPQI)
が 生成 され 、 これ を無 毒 化 す るた め に グル タ チオ ン が急 速 に使 用 され 枯 渇
す る43)。一 方 、BSOは 、 グル タチ オ ン生合 成 の律 速 因 子 で あ る γ 一グル
タ ミル シ ス テ イ ン合 成 酵 素 を特 異 的 に阻 害 す る。
Acetaminophenをラ ッ ト胃 内 に投 与 す る と小 腸 で す ばや く吸収 され る
が44)、投 与 か ら一 時 間後 の 小 腸 細 胞 内 グル タ チ オ ン量 は 低 下 しな か った
(Dataarenotshown.)。一 方 、BSOを 飲 料 水 へ の 添加 し14日 問 に わた
って 投 与 す る と、 マ ウス の 各臓 器 で グル タチ オ ン を枯 渇 させ る とい う報 告
が あ り44)、小 腸 にお け るグル タ チオ ン量 の低 下 も確 認 され て い る。そ こで、
BSOを グル タチ オ ン枯 渇 剤 と して使 用 して い る論 文46・47,48)を参 考 に、単 回
投 与 で小 腸 の グル タチ オ ン を効 率 よ く低 下 させ る方 法 を検 討 した。 そ の結
果 、200mMBSO3mlを 胃 内投 与 す る と、1時 間後 に グル タチ オ ン量 が約
49%低下 す る こ とを確 認 した。 グル タチ オ ンが低 下 した 状 態 で 結 紮 した十
二指 腸 に 、il!・ の鉄 を投 与 して測 定 した粘 膜 細 胞 に お け るMDA生 成
量 は 、鉄 充 足 群 で10.87(nmol/mgprotein)、貧 血 群 で6.19とな り、対 照
群 に 比 べ て極 めて 高 くな っ た。 した が っ て 、小 腸 粘 膜 に お け る グル タチ オ
ン量 の低 下 に よ っ てLIPの 増 加 に よ る脂 質 の過 酸 化 が 進 ん だ こ とは明 白で
あ る。 さ らに、 実 験1お よび2に お け る鉄 投 与 時 のMDA生 成 量 を比 較 す
る と、鉄 充 足 群 で5.78→10.87、貧血 群 で3.22→6.19とな り、 グル タチ オ
ン量 が高 い とMDA生 成 量 が 抑 制 され る と推 測 され る(対 照 群 のMDAは








動 している可能性がある。今後、α 一トコフェノール(ビ タミンE)や β・
カ ロテンなどの脂溶性抗酸化物質の挙動を調べて多方面か ら検討を加 える
必要がある。
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5.総 合 考 察
小腸管腔か ら粘膜細胞内に取 り込まれた鉄は、生体内の鉄需要が高い と
基底膜側のferroportinを介 して門脈血へ輸送 され るが、需要が低いと粘
膜細胞内に貯蔵 される。細胞内の鉄は、酸化ス トレスの発生を抑制するた
めにその多 くがフェリチンと結合 していると考 えられ る。
鉄欠乏の小腸では非ヘム鉄輸送体であるDMT1発 現が増加 し、鉄の取 り




に増加することを確認 している51)。また、高濃度の鉄を1日1回 経 口投与
すると10日後 にはラッ ト小腸のフェリチンが増加するとい う報告52)があ
る。結紮腸管へ高濃度鉄 を投与 しても、投与後1時 間ではフェリチンタン
パク質発現量の増加は認 められない7)。したがって、貧血状態の小腸は鉄
の酸化ス トレスに対 して無防備である可能性が高いと推察 され る。
本研究では貧血 ラットの小腸粘膜細胞 に過剰 な鉄を投与 し、フェリチン
発現が応答 しない15分後 とい う時間で細胞内の遊離鉄(LIP)が増加する
ことを確認 した。遊離鉄はFenton、HarberWeiss反応を介 して、最も有
毒な活性酸素種であるヒ ドロキシラジカルCOH)を 産生 し、脂質や核酸
を酸化 して細胞を損傷す る。









において、フェ リチンタンパク質がほとん ど存在 していないため遊離鉄が
増加 したことと一致 した。貧血群i/i鉄 投与で遊離鉄がともに増加 し
たにもかかわらず、1000μg鉄投与で脂質の過酸化が抑制 されたことは、
フェリチン発現の低下 した細胞内で遊離鉄が増加すれば脂質の過酸化が促
進するだろ うとい う仮説 を裏切 る結果であ り、フェリチン非依存的な鉄欠
乏状態特有の抗酸化メカニズムが働いていることを示唆するものであった。
様々な活性酸素種 を消去するためと多 くの抗酸化物質が存在するが、鉄の








検討 したところ、鉄充足群、貧血群共に充進 した。 したがって、グルタチ
オンは脂質の過酸化 を抑制する方向に働いていることが明らかになった。
一方、Sprgirigharらは、鉄欠乏になったweanlingfemaleラッ トに15日








細胞内抗酸化 に関与す る物質が存在す ると考えられ る。また、グル タチオ
ンは水溶性抗酸化物質の トリペプチ ドであるが、Fenton反応で鉄 と反応す
る基質の過酸化水素 を鉄充足群 と貧血群で測定 したところ、貧血群で有意
に低いことが確認 された(実 験1-1)。過酸化水素は活性酸素種であり、
グルタチオンやカ タラーゼによ り水分解 され るが、Srigiridharらは、
Weanlingメスラッ トを5週 間鉄欠乏したときのカタラーゼ活性が鉄充足
群に比べて有意に低 くなるとい う報告37)いる。したがって、本実験で作成





酸化連鎖反応 を停止す る作用があるため、貧血で小腸粘膜細胞の α一トコ
フェノール濃度についても検討す る必要があるだろ う。











未那美 さん、篠 田卓弥 さん、陳風霞さん、修了された諸先輩方、院生の皆
様。カを貸 してくれた栄養棟の皆様、体育棟の皆様。切磋琢磨 し、時に励
ま し合い、支 え合 える仲問いる環境で楽 しく充実 した学生生活を過 ごすこ
とが出来たことに深 く感謝 します。
そ して、大学院に進学する機会を認め、支えて くれた家族に深 く感謝 し
ます。
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